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Tight Junctions sind apikale interzelluläre Proteinverbindungen zwischen Epithelzellen. Die Überex-
pression von bestimmten Proteinen der Tight Junctions wie z.B. Claudin-3, -4 und -7 ist für einige 
Krebsarten charakteristisch. In der Krebsdiagnose und -therapie könnten diese Claudine als Marker 
verwendet werden, um Krebszellen zielgerichtet zu detektieren und behandeln zu können. Das C-
terminale Fragment vom Clostridium perfringens Enterotoxin (C-CPE) kann spezifisch an diese Clau-
dine binden. In dieser Arbeit wurden Goldnanopartikel (AuNP) mit dem rekombinanten C-CPE (Ami-
nosäuren 194 bis 319) funktionalisiert, um die spezifische Ablation von Claudin-exprimierenden 
Krebszellen mit der Goldnanopartikel-vermittelten Laserperforation (GNOME-LP) Technik zu etab-
lieren. 
Mit der Analyse der Claudin-Expression von verschiedenen Krebszellen mittels quantitativer real-
time PCR und Immunfluoreszenz konnten Claudin-3, -4 und -7 positive humane Darm- (Caco-2), 
Brust- (MCF-7) und Ösophaguskrebszelllen (OE-33) sowie Hundebrustkrebszellen (TiHoDM-
glCarc1305) identifiziert werden. Die transepithelialen elektrischen Widerstandsmessungen und 
Lokalisationsstudien zeigten, dass das rekombinante C-CPE194-319 spezifisch an die Claudin-3, -4 und 
-7 positiven Krebszellen binden konnte. Die Optoperforation von mit 5 µg/ml C-CPE funktionalisier-
ten AuNP behandelten Krebszellen mittels der GNOME-LP Technik tötete über 70 % der Claudin-
positiven Krebszellen bei einer Laserfluenz von 60 mJ/cm² und einer Scangeschwindigkeit von 
5 mm/s. Nicht-funktionalisierte AuNP verursachten keinen Zelltod. Zusätzlich konnte mit dieser op-
tischen Methode die Struktur von Sphäroiden aus Ösophagus- und Brustkrebszellen in Matrigel ge-
schädigt werden.  
Für eine zukünftige in vivo Anwendung ist es wesentlich die Zelltod-induzierenden physikalischen 
und biologischen Mechanismen zu verstehen. Bezogen auf die C-CPE-Funktionalisierung der AuNP, 
konnte mit einer höheren C-CPE-Konzentration von 20 µg/ml die Tötungseffizienz der Krebszellen 
mit einer reduzierten Laserfluenz auf 30 mJ/cm² maximiert werden. Unabhängig von der verwen-
deten Laserfluenz wurde eine maximale Tötungseffizienz bei einer Scangeschwindigkeit von 
5 mm/s erreicht. Die Optoperforation von aus Darmkrebszellen bestehenden Sphäroiden im Mat-
rigel zerstörte nachhaltig die Sphäroidstruktur. Sphäroide bestehend aus Ösophaguskrebszellen 
wurden stärker beschädigt als die optoperforierten Sphäroide mit 5 µg/ml C-CPE funktionalisierten 
AuNP. Die Betrachtung der biologischen Mechanismen zeigte, dass die GNOME-LP von mit C-CPE-
AuNP behandelten Zellen eine Bindung von Annexin V an die Membran und eine reduzierte Aktivi-
tät der Mitochondrien aufwiesen. Die Aktivität der Caspase-3/-7 war in den Zellen nicht erhöht. Die 
gelelektrophoretische Analyse der DNA nach der Behandlung zeigte keine Apoptose-vermittelte 
Fragmentierung der DNA. Die Ergebnisse deuten vielmehr auf einen durch die GNOME-LP/C-CPE-
AuNP Applikation hervorgerufenen nekrotischen als auf einen apoptotischen Zelltod hin. Damit ist 
die GNOME-LP mit C-CPE funktionalisierten AuNP eine vielversprechende effiziente Methode zur 
Ablation von Claudin-positiven Krebszellen. Die Tötungseffizienz sollte zukünftig in Xenotransplan-
taten erforscht werden, um die optobasierte Methode präziser an in vivo Bedingungen anzupassen. 








Tight Juctions are apical intercellular protein connections between epithelial cells. The over expres-
sion of specific tight junction proteins like claudin-3, -4 and -7 is characteristic for some cancer 
types. In cancer diagnosis and therapy these claudins can be used as markers to target, detect, and 
treat cancer cells. The non-cytotoxic C-terminal fragment of Clostridium perfringens enterotoxin (C-
CPE) binds specifically on these claudins. In this thesis, gold nanoparticles (AuNPs) were functional-
ized with the recombinant C-CPE (amino acids 194 to 319) as a tool to establish a new method for 
a specific ablation of claudin expressing cancer cells by using the gold nanoparticle-mediated la-
serperforation (GNOME-LP) technique. 
Analysis of the claudin expression in different cancer cells with quantitative real-time PCR and im-
munofluorescence experiments revealed the human colon (Caco-2), breast (MCF-7) and esophagus 
(OE-33) cell lines as well as the canine mammary cell line (TiHoDMglCarc1305) as claudin-3, -4 und 
-7 positive cancer cells. Transepithelial electrical resistance measurements and localization experi-
ments showed binding of the recombinant C-CPE194-319 on the claudin-3, -4 and -7 positive cancer 
cells. The optoperforation of 5 µg/ml C-CPE functionalized AuNPs treated cancer cells by the gold 
nanoparticle-mediated laser perforation (GNOME-LP) technique killed over 70 % of the claudin-
positive cancer cells at a laser fluence of 60 mJ/cm² and a scanning speed of 5 mm/s. The same 
laser fluence did not kill the cells when incubated with non-functionalized AuNPs. Furthermore, by 
using the optical method the formation of spheroids composed of esophagus cancer cells or breast 
cancer cells in Matrigel was reduced. 
For future in vivo application, it will be crucial to know the physical and biological mechanisms in-
duced by cell death. Regarding the C-CPE functionalization of the AuNPs, increased C-CPE concen-
tration of 20 µg/ml for the C-CPE-AuNP complex formation maximized the killing efficiency with a 
reduced laser fluence of 30 mJ/cm². Independently of the applied laser fluence, the maximal killing 
efficiency was achieved at a scanning speed of 5 mm/s. The optoperforation of spheroids composed 
of colon cancer cells in Matrigel permanently destroyed the complete spheroid formation. The for-
mation of spheroids composed of esophagus cancer cells was more effectively reduced compared 
to optoperforated spheroids with 5 µg/ml C-CPE functionalized AuNPs. At the biological level, 
GNOME-LP of C-CPE-AuNPs treated cells showed annexin V binding to the cell membrane and a 
reduced mitochondria activity. The activity of caspase-3/-7 in the cells was not increased. Gel elec-
trophoretic analysis of the DNA after optical treatment demonstrated no apoptosis-related DNA 
fragmentation. The results suggest that the GNOME-LP/C-CPE-AuNPs application induced rather 
necrotic than apoptotic reaction in cancer cells. Finally, the GNOME-LP with C-CPE functionalized 
AuNPs is a promising efficient approach for ablation of caludin-positive cancer cells. The killing ef-
ficiency should be investigated on xenograft in future to rationally adapt the opto-based method 
for future in vivo conditions. 








1.1 Tight Junctions 
Epithelien sind Zellschichten, die Körperhohlräume und externe Oberflächen in multizellulären Or-
ganismen auskleiden. Ihre Hauptaufgabe ist die Ausbildung einer physikalischen und chemischen 
Barriere. Beispielsweise agiert die Epidermis als Hautbarriere gegen die äußeren Einflüsse und das 
intestinale Epithelium stellt eine Barriere gegen bakterielle Toxine im Darmlumen dar (Günzel & Yu 
2013). Epithelzellen sind über ihre laterale Membran durch einen Komplex von interzellulären Pro-
teinverbindungen miteinander verbunden. Die apikalsten interzellulären Verbindungen stellen die 
Tight Junctions dar. An der apikalen lateralen Membrandomäne bilden sie eine kontinuierliche, pe-
riphere, gürtelartige Struktur (Förster 2008). Sie formen eine selektive parazelluläre Barriere für 
Wasser, Ionen, größere Moleküle und andere Zellen. Außerdem sind sie an der Ausbildung der Zell-
polarität beteiligt (Guillemot et al. 2008). Diese Funktionen der Tight Junctions sind essentiell für 
das Epithelium, um verschiedene Kompartimente innerhalb des Körpers auszubilden und die Ho-
möostase zu erhalten (Will et al. 2008). Die Tight Junctions bestehen aus einem Zusammenschluss 
von mehreren Proteinen, von denen die sogenannten Claudine die Barrierefunktion der Tight Junc-
tions bestimmen. 
1.1.1 Claudine – Rückgrat der Tight Junctions 
Tight Junctions bilden ein Netzwerk aus Strängen, bestehend aus Claudinen und vielen weiteren 
Transmembranproteinen inklusive Occludin, Tricellulin und Junctional Adhesion Molecules (JAMs) 
(van Itallie & Anderson 2014). Sie sind über die zytoplasmatischen Adapterproteine Zonula Occlu-
dens (ZO) -1, -2, -3 mit dem Zytoskelett verbunden (Umeda et al. 2006). Claudine werden als die 
Hauptkomponenten der Tight Junctions betrachtet, da sie auch in Abwesenheit von anderen Pro-
teinen der Tight Junctions in der Lage sind, Stränge in heterologen Systemen auszubilden (Furuse 
et al. 1998). Sie bilden somit das Rückgrat der Tight Junctions und bestimmen maßgeblich die pa-
razelluläre Abdichtung (Chiba et al. 2008; Liu et al. 2016).  
Nach Krause et al. (2008) besteht die Familie der Claudine in Säugetieren aus 27 Gen-Mitgliedern. 
Wobei nicht alle Claudingene in allen Säugetieren existieren. Zum Beispiel kommt Claudin-13 in 
Nagetieren vor, aber nicht in Menschen (Thompson et al. 2010). Daher geht man heute von 26 
humanen Claudinen aus (Günzel & Yu 2013). Die verschiedenen Claudinisoformen werden in einer 







Barrierefunktion der Tight Junctions resultiert (Krause et al. 2008). So kommen Claudin-1, -3, -4, -7 
und -8 in zahlreichen Epithelgeweben vor (Günzel & Yu 2013). Beispielsweise werden in den Brust-
drüsen (Baumgartner et al. 2017), in dem Ösophagus (Lioni et al. 2007; Takala et al. 2007) sowie im 
Verdauungs- (Li, J. et al. 2015) und Respirationstrakt (Schlingmann et al. 2015) Claudin-3, -4 und -7 
exprimiert. Claudin-2 ist vor allem in durchlässigen Epithelgeweben wie in der Leber und dem pro-
ximalen Tubulus der Nieren zu finden. Claudin-5 spielt unter anderem eine wichtige Rolle in den 
mikrovaskulären zerebralen Endothelzellen (Wang et al. 2017).  
Humane Claudine bestehen aus 207 bis 305 Aminosäuren und sind 21 bis 34 kDa groß (Günzel & Yu 
2013). Alle Claudine bestehen aus vier Transmembrandomänen, die über zwei extrazelluläre Schlei-
fen (ECL) – die größere ECL1 und die kleinere ECL2 – und eine kleine intrazelluläre Schleife verbun-
den sind. Die 52 lange Aminosäuresequenz von ECL1 liegt hoch konserviert in den verschiedenen 
Claudinisoformen vor und weist unter anderem zwei Cysteinreste auf, die vermutlich in die Ausbil-
dung der Barrierefunktion involviert sind (Escudero-Esparza et al. 2011; Krause et al. 2008). Der 
Carboxyl- und Aminoterminus (C- und N-Terminus) befindet sich im Zytoplasma (Chiba et al. 2008). 
Der N-Terminus ist mit 7 Aminosäuren kurz. Am 21 bis 63 Aminosäuren langem C-Terminus befindet 
sich eine PDZ-Domäne (Findley & Koval 2009), über die die Mehrheit der humanen Claudine mit 
den PDZ-Domänen von Tight Junction-assoziierten Adapterproteinen interagieren kann (Suzuki et 
al. 2017). Claudin-12, -22, -25 und -27 weisen keine PDZ-Domäne auf (Günzel & Yu 2013). Das Ak-
ronym PDZ setzt sich aus PSD95 (postsynaptic density protein), Dlg 1 (Drosophila disc large turmor 
suppressor) und ZO-1 zusammen (Subbaiah et al. 2011).  
Damit Tight Junction-Stränge ausgebildet werden können, interagieren Claudine miteinander (Ab-
bildung 1-1). Dabei können cis-Interaktionen zwischen Claudinen entstehen, die innerhalb einer 
Zelle entlang der Plasmamembran vorkommen. Die trans-Interaktion von Claudinen entsteht zwi-
schen benachbarten Zellen. Die dadurch resultierenden Polymere können entweder aus einer oder 
aus unterschiedlichen Claudinisoformen gebildet werden. Diese können innerhalb einer Zelle (ho-
momerische bzw. heteromerische cis-Interaktion) oder zwischen angrenzenden Zellen (homotypi-
sche bzw. heterotypische trans-Interaktion) vorliegen. Die cis-Interaktion wird über die Transmem-
brandomänen und den extrazellulären Schleifen der Claudine vermittelt. Diese Oligomerisierung 
wird bereits im Golgi Apparat oder an der Plasmamembran realisiert. Die trans-Interaktion findet 
zwischen den extrazellulären Schleifen ECL1 und ECL2 der Claudine statt (Krause et al. 2008; Suzuki 
et al. 2017). Die Claudin-Claudin-Interaktionen können nicht zwischen allen Claudinisoformen ent-
stehen. Bei der trans-Interaktion bestimmen Aminosäurereste in den extrazellulären Schleifen und 







oder heterotypische Interaktionen zwischen Claudinen ausgebildet werden können (Günzel & 
Fromm 2012).  
 
Abbildung 1-1: Lokalisation und sekundäre Struktur der Claudine sowie die Claudin-Claudin-Interaktionen. (A) 
Typische Claudin-Struktur mit vier Transmembrandomänen, den zwei extrazellulären Schleifen (ECL1 mit pu-
tativer Disulfidbindung (S-S) und ECL2) und der PDZ-Domäne am Ende des intrazellulären C-Terminus. Der C-
Terminus und die intrazelluläre Schleife mit potentieller Region für die Palmitoylierung (P). (B) Vermutliche 
Konformation eines Claudins in der Plasmamembran. (C) Klassen der Interaktion zwischen Claudinen inner-
halb der Tight Junction-Stränge. Dargestellt sind zwei angrenzende Zellen mit einer Claudinisoform (homo-
merisch/homotypisch) oder verschiedenen Claudinisoformen (homomerisch/heterotypisch; heterome-
risch/heterotypsich). Claudine können in dem Extrazellularraum über ihre ECLs miteinander (homotypsi-
che/heterotypische trans-Interaktion) oder in der Plasmamembran derselben Zelle (homomerische/hetero-
merische cis-Interaktion) interagieren (adaptiert von Overgaard et al. (2011)). 
Basierend auf den Eigenschaften der Claudine, parazelluläre Kanäle zu bilden oder die parazelluläre 
Permeabilität einzuschränken, werden sie in poren- oder barrierebildende Claudine kategorisiert 
(Overgaard et al. 2011; Krug et al. 2012). Hierbei formt ECL1 von einigen Claudinen die ladungs- und 
größenabhängigen Poren (Li et al. 2013). Es wird angenommen, dass ein Überschuss an positiv oder 
negativ geladenen Aminosäureresten im ECL1 zu Ladungsabstoßungen führt und somit Poren ent-
stehen, die entweder für Kationen oder Anionen permeabel sind. Die Verteilung von Aminosäu-
reresten sowie die Anziehungskraft von gegenüberliegenden Aminosäureresten mit unterschiedli-
cher Ladung im ECL1 erzeugt wahrscheinlich die parazelluläre Abdichtung zwischen Claudinen 
(Krause et al. 2008). 
Eine veränderte Expression von Claudinen auf transkriptionaler oder post-transkriptionaler Ebene 
kann die Integrität der Tight Junctions beeinflussen (Fujibe et al. 2004; Kwon 2013). Für verschie-
dene Krebstypen wurde eine reduzierte oder fehlerhafte Ausbildung von Tight Juctions beschrieben 







mit unterschiedlichsten Krebserkrankungen korrelieren oder diese verursachen (Osanai et al. 
2017).  
1.1.2 Rolle der Claudine bei der Krebsentstehung  
Krebs entsteht durch abnormales Zellwachstum mit dem Potential in umliegendes Gewebe einzu-
dringen und sich in andere Körperregionen auszubreiten. Viele Studien konnten im vergangenen 
Jahrzehnt belegen, dass die Fehlregulierung der Claudine zur Entstehung von Krebs beiträgt (Oli-
veira & Morgado-Díaz 2007; Ouban & Ahmed 2010; Osanai et al. 2017). Die Expression der Claudine 
kann z.B. in Brust-, Darm- und Ösophaguskrebs entweder abnormal runter- oder hochreguliert vor-
liegen (Günzel & Fromm 2012). Die Variabilität der Claudinexpression innerhalb einer Krebsart zeigt 
wie heterogen diese Krankheit ist. Inwiefern die abnormale Regulierung von Claudinen Krebs ver-
ursacht oder eine Folge des erkrankten Gewebes ist, konnte bis heute indessen nicht abschließend 
geklärt werden (Escudero-Esparza et al. 2011; Tabariès & Siegel 2017). Diese Fehlregulierung von 
Claudinen führt zu modifizierten Tight Junctions. Analog zur Ausbildung von Zelladhäsionsstruktu-
ren sind Tight Junctions Komponenten von Zellsignalen, die in der Zellproliferation, -differenzierung 
und -apoptose involviert sind. Aus diesem Grund kann eine fehlerhafte Regulierung der Claudine 
die parazelluläre Barriere und Zellmotilität modifizieren sowie zu einem Verlust der Zellpolarität 
führen (Günzel & Fromm 2012). Diese Faktoren begünstigen die Entstehung von pathologischen 
Neoplasma (Geschwulste) in verschiedenen Organen, wie z.B. im Verdauungstrakt (Osanai et al. 
2017).  
Die Zellpolarität dient der apikalen und basolateralen Ausrichtung der Epithelzellen und verleiht 
ihnen somit ihre Morphologie und Funktion. Die Desorganisation oder der Verlust der Zellpolarität 
durch die beeinträchtigte Barrierefunktion der Tight Junctions führt zur Fehllokalisation von Rezep-
toren, sodass die Zelle irregulär extrazellulären Signalen ausgesetzt ist (Osanai et al. 2017). Als Folge 
kommt es zu abnormalem Zellwachstum, wenngleich die Zellwachstumssignale wie unter physiolo-
gischen Bedingungen richtig reguliert werden (Osanai et al. 2017). Besonders die reduzierte Expres-
sion von bestimmten Claudinen in einigen Krebsarten korreliert mit beeinträchtigten Tight Junc-
tions und geht mit dem Verlust der Zellpolarität einher (Li, X.-M. et al. 2015). Zelllinien aus Ösopha-
guskarzinomen verzeichnen eine reduzierte Claudin-1 und -7 Expression zusammen mit dem Fehlen 
von Par3 und E-Cadherin (Kitaichi et al. 2017; Lioni et al. 2007). Par3 ist eine Komponente des zell-
polaritätsregulierenden Par-Komplexes (Aranda et al. 2008) und E-Cadherin ein transmembranes 
Zelladhäsionsprotein (van Roy 2014). Der Verlust von beiden Proteinen führt zur Desorientierung 
der Zellmorphologie und erhöht so die Invasion und Metastasenbildung von Krebszellen in umlie-







3, -4 und -7 zeichnet den Brustkrebssubtypen Claudin-low aus. Der Claudin-low Subtyp zeigt zusätz-
lich keine Expression von E-Cadherin und epithermal growth factor receptor 2 (HER2) (Campbell et 
al. 2011; Dias et al. 2017). Zudem wurde in dem Subtyp eine Anreicherung von Krebszellen mit 
epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) Merkmalen entdeckt (Prat et al. 2010). EMT ist gekenn-
zeichnet durch die genetisch regulierte Transdifferenzierung von polarisierten Zellen zu Mesen-
chymzellen. Krebszellen, die den EMT-Prozess durchlaufen, weisen weder eine Zellpolarität noch - 
adhäsion auf. Es wird angenommen, dass EMT die Migration von Krebszellen erhöht und somit die 
Bildung von Metastasen begünstigt (Tulchinsky et al. 2019). Krebszellen mit EMT-Merkmalen expri-
mieren außerdem bestimmte Transkriptionsfaktoren, die mit der Chemoresistenz der EMT-Krebs-
zellen assoziiert sein können (Soundararajan et al. 2019; Zhou et al. 2017). Im Gegensatz zu dem 
Claudin-low Subtyp konnte eine erhöhte Expression von Claudin-3 und -4 in hochgradig bösartigen 
Brustkrebsarten beobachtet werden (Lanigan et al. 2009; Kominsky et al. 2004). Demgegenüber 
weist niedriggradiges bösartiges Brustkrebsgewebe eine reduzierte Claudin-4 Expression auf (Tokés 
et al. 2005). Darüber hinaus ist die Expression von Claudin-2 in Brustkrebszellen herab reguliert, 
aber sich ausbreitende Brustkrebszellen verändern sich hin zu einem Phänotyp mit einer erhöhten 
Claudin-2 Expression, sobald sie in die Leber gelangen. Die Brustkrebszellen interagieren homoty-
pisch mit Claudin-2 exprimierenden Leberzellen, sodass sich Lebermetastasen bilden können (Ta-
bariès et al. 2012).  
Besonders zu Ovarialkrebs existieren einige Studien, die eine Überexpression von Claudin-3 und -4 
aufzeigen (Rangel et al. 2003; Agarwal et al. 2005; Hicks et al. 2016; La Martín de Fuente et al. 2018). 
Zusätzlich führt eine abnormale Phosphorylierung von Claudin-3 und -4 durch bestimmte Protein-
kinasen in Ovarialkrebszellen zu deren Fehllokalisation, wodurch die parazelluläre Permeabilität er-
höht wird (D'Souza et al. 2005; D'Souza et al. 2007). Weiterhin überexprimieren Pankreaskrebszel-
len Claudin-3 und -4 (Montgomery et al. 2006) und die Phosphorylierung von Claudin-4 führt zu 
einem ähnlichen Effekt wie in Ovarialkrebszellen (Kyuno et al. 2011). Aber auch in Ösophagus-, 
Darm- und Prostatakrebs können Claudin-3 und -4 abnormal hoch exprimiert werden (Escudero-
Esparza et al. 2011).  
In Darm-, Ovarial- und Magenkrebszellen ist die übermäßige Expression von Claudin-3 und -4 mit 
einer erhöhten Matrix-Metalloproteasen (MMP)-Aktivität, wie MMP-2 und MMP-9, assoziiert 
(Takehara et al. 2009; Agarwal et al. 2005; Hwang et al. 2010). Matrix-Metalloproteasen bilden eine 
große Familie aus Enzymen, die die extrazelluläre Matrix degradieren können (Hwang et al. 2010). 
Es wird vermutet, dass durch die erhöhte Aktivität von spezifischen MMPs die Invasivität und Aus-







2010; Osanai et al. 2017). Die Inhibierung von Claudin-3 durch small interfering RNA (siRNA) redu-
ziert das Wachstum und die Metastasenbildung von Ovarialkrebs-Xenotransplantaten in Mäusen 
(Huang et al. 2009). Die Ergebnisse dieser Studie unterstützen die Hypothese, dass Claudin-3 einen 
krebsfördernden Effekt hat. Eine erhöhte Aktivität von MMP-2 und MMP-9 wird durch die Überex-
pression von Claudin-4 in der Darmzelllinie Caco-2 hervorgerufen (Hagen 2017). Eine andere Arbeit 
zeigte in jeweils in vitro und in vivo Analysen, dass die erhöhte Expression von Claudin-4 die Pro-
duktion von Angiogenesefaktoren induziert und so die Angiogenese von Ovarialkrebs begünstigt (Li 
et al. 2009). 
Allgemein führt eine erhöhte Expression von Claudinen zu einer atypischen Lokalisation innerhalb 
der Zelle. Hierbei sind Claudine statt an der apikalen lateralen Membrandomäne an der basolate-
ralen Membrandomäne, in intrazellulären Komponenten und im Nukleus lokalisiert (Hagen 2017). 
Analog zu den Krebsarten mit einer reduzierten Claudin-Expression wird ein Zusammenhang zwi-
schen der übermäßigen Claudin-Expression und einer Resistenz gegen Chemotherapie sowie 
schlechter Überlebenschancen von betroffenen Patienten beobachtet (Singh et al. 2017).  
Zusammenfassend zeigen die Studien, dass die Art und Weise der Fehlregulation von Claudinen 
innerhalb und zwischen den Krebsarten sehr unterschiedlich ausfallen kann und zudem den Verlauf 
der Krebsentwicklung beeinflusst. Daher macht die klinische Relevanz und die funktionelle Bedeu-
tung von Claudinen in diversen Krebsarten sie zu potentiellen therapeutischen Targets. Ein beson-
deres Interesse besteht darin, das Clostridium perfringens Enterotoxin sowohl als potentiellen the-
rapeutischen Wirkstoff, als auch für Diagnosezwecke zu nutzen (Yao et al. 2010; Saeki et al. 2010; 
Tabariès et al. 2012; Singh et al. 2017).  
1.2 Clostridium perfringens Enterotoxin 
Das Clostridium perfringens (C. perfringens) ist ein grampositives, sporenbildendes, anaerobes Bak-
terium, das Lebensmittelvergiftungen in Menschen und Nutztieren verursachen kann. Das Bakte-
rium gelangt durch kontaminiertes Essen über den Magen in den Dünndarm. Die Virulenz des C. 
perfringens entsteht durch dessen Bildung von mindestens 17 verschiedenen Toxinen. Anhand der 
Fähigkeit die Toxine Alpha-, Beta-, Epsilon- und Iota in Kombination zu bilden, werden C. perfringens 
in fünf Toxintypen (A-E) unterteilt (Freedman et al. 2016; Uzal et al. 2010). Ungefähr 5 % aller C. 
perfringens bilden neben den anderen Toxinen das Toxin C. perfringens Enterotoxin (CPE) (Kokai-
Kun et al. 1994). Das CPE ist ein 319 Aminosäure langes Polypeptid mit einem Molekulargewicht 
von 35 kDa (Shrestha et al. 2016). Die meisten CPE-positiven Stämme werden als Typ A klassifiziert, 







eine Variante vom CPE bilden, konnte das CPE in Typ B-Stämmen bis heute nicht identifiziert wer-
den. (Freedman et al. 2016). CPE wird während der Sporulation von C. perfringens im Dünndarm 
exprimiert und akkumuliert so im Bakterium. Es wird entlassen, sobald die sporulierenden Baktie-
renzellen lysieren. Nach der Freisetzung in das intestinale Lumen bindet das CPE an intestinale 
Epithelzellen und initiiert eine Kette von Ereignissen, die schließlich zum Zelltod führen können 
(Katahira et al. 1997; Llanco et al. 2017). Als natürliche Rezeptoren für CPE wurden bestimmte Clau-
dine identifiziert.  
1.2.1 Interaktion von CPE mit Claudinen 
Die Virulenz von CPE entsteht durch dessen Fähigkeit an spezifische Claudine zu binden. Die CPE-
Bindung kann schließlich zum Zelltod führen. Mehrere Studien identifizierten Claudin-3, -4, -6, -7 
und -9 als CPE-Rezeptoren mit einer hohen Affinität und Claudin-1, -2, -8, -14 und -19 als CPE-Re-
zeptoren mit einer niedrigen Affinität (Fujita et al. 2000; Kimura et al. 2010; Robertson et al. 2010; 
Saitoh et al. 2015; Shrestha & McClane 2013; Sonoda et al. 1999; Winkler et al. 2009). CPE bindet 
nicht an Claudin-5, -10 bis -13 und Claudin-15 bis -18, sowie ebenfalls nicht an Claudin-20 bis -24 
(Kimura et al. 2010; Veshnyakova et al. 2012; Winkler et al. 2009). Mit einer Dissoziationskonstante 
(Kd) von ca. 1 x 10-8 M zeigen Claudin-3 und -4 die größte CPE-Affinität (Sonoda et al. 1999; Fujita et 
al. 2000). Für Claudin-6, -7 und -8 liegt die Kd im Bereich von 10-6 M (Veshnyakova et al. 2012). Es 
besteht allgemeiner Konsens, dass CPE initial an seine Rezeptoren bindet, die außerhalb der Tight 
Junctions an der Plasmamembran vorliegen (Winkler et al. 2009). Einmal gebunden bildet es einen 
kleinen Komplex (ca. 90 kDa). Dieser Komplex besteht zusätzlich zum Enterotoxin aus CPE-Rezep-
toren und nicht-CPE-Rezeptoren (Wieckowski et al. 1994; Robertson et al. 2010). Es wird davon 
ausgegangen, dass die Präsenz von nicht-CPE-Rezeptoren durch deren Interaktion mit CPE-Rezep-
toren hervorgerufen wird (Mitchell & Koval 2010). An der Oberfläche der Plasmamembran oligo-
merisieren ungefähr sechs dieser kleinen CPE-Komplexe und bilden eine Präpore. Die Präpore 
dringt in die Plasmamembran der Wirtszelle ein und bildet einen 450 kDa großen Porenkomplex 
(CH-1) (Robertson et al. 2007; Smedley et al. 2007). Die CH-1 Pore ist permeabel für Moleküle klei-
ner als 200 Da einschließlich Calcium. Der Einstrom von Calcium lässt das osmotische Gleichgewicht 
in der Zelle kollabieren und induzierte morphologische Zellschäden, die schließlich zum Zelltod füh-
ren (Chakrabarti & McClane 2005). Die veränderte Morphologie von sterbenden Zellen trägt dazu 
bei, dass mehr Claudine an der basolateralen Membran oder an angrenzenden Zellen freiliegen 
(Singh et al. 2001). Die freiliegenden Claudine erlauben eine stetig vermehrte CPE-Bindung, die zu 
zusätzlichen CH-1 Poren führen. Die CH-1 Poren binden schließlich Occludin und lagern sich zu ei-







600 kDa großen CH-2 Pore konnte bisher nicht geklärt werden (Shrestha et al. 2016). Die Bindung 
von Occludin über die CPE-Rezeptoren an CH-2 ist mit der Internalisierung von Occludin und Clau-
dinen assoziiert und resultiert in einer beeinträchtigten intestinalen Epithelbarriere (Mitchell & 
Koval 2010).  
Funktionsanalysen der CPE-Struktur ergaben, dass CPE aus einer N-terminalen zytotoxischen Do-
mäne und einer C-terminalen Bindungsdomäne besteht (Hashimoto et al. 2017). Die Region für die 
Oligomerisierung und für die Insertion von CPE in die Plasmamembran sowie für die Porenausbil-
dung liegt innerhalb der zytotoxischen Region des N-Terminus (Aminosäuren 37-171) (Mitchell & 
Koval 2010; Saitoh et al. 2015). Das C-terminale Fragment von CPE (C-CPE), bestehend aus den Ami-
nosäuren 184 bis 319, ist die Rezeptorbindungsdomäne. Die minimale C-terminale Bindungsdo-
mäne umfasst die Aminosäuren 290 bis 319 (Abbildung 1-2). Die Behandlung von konfluenten 
Epithelzellen mit rekombinanten C-CPE184-319 und C-CPE194-319 Varianten beeinträchtigt, ohne zyto-
toxische Effekte die Barrierefunktion von Tight Junctions (Kondoh et al. 2005; Takahashi et al. 2005; 
Uchida et al. 2010). In der C-CPE-Region sind die Tyrosinreste Y306, Y310, Y312 und die Leucinreste 
L223, L254, L315 kritisch für die CPE-Claudin-Bindung (Abbildung 1-2) (Hanna et al. 1991; Takahashi 
et al. 2008; Suzuki et al. 2017). Die Aminosäuren vom C-CPE bilden eine hydrophobische Bindungs-
tasche mit einem großen und kleinen Hohlraum. Die CPE-Rezeptoren wie Claudin-3 und -4 weisen 
hydrophobische Aminosäurereste in der Region des ECL2 auf, die exakt in die Bindungstaschen von 
CPE passen, sodass CPE an seine Rezeptoren binden kann (Suzuki et al. 2017). Das essentielle Motiv 
bei allen CPE-Rezeptoren ist die Aminosäuresequenz Asparagin-Prolin-(Valin/Leucin)-(Valin/Leu-
cin)-(Prolin/Alanin) (NP-(V/L)-(V/L)-(P/A)) und liegt in der Kurvenregion vom ECL2 (Abbildung 1-2) 
(Winkler et al. 2009). Das Motiv im ECL2 kann zwischen den CPE-Rezeptoren variieren. So ist das 
Motiv für humanes Claudin-3 NPVVP und für humanes Claudin-4 NPLVA (Veshnyakova et al. 2012). 
Das Motiv im ECL2 bestimmt also die Sensitivität von Claudinen für CPE. Aber auch ECL1 scheint 
eine Rolle bei der Bindung von CPE zu spielen. Es wird angenommen, dass ECL1 die Interaktion 
zwischen CPE und Claudinen durch eine Vergrößerung der hydrophobischen Kontaktfläche unter-
stützt (Saitoh et al. 2015). Erfolgt eine CPE-Bindung an seine Rezeptoren führt dies zu einer Konfor-
mationsänderung der Rezeptoren. Die Konformationsänderung bei Claudin-4 nach der CPE-Bindung 
löst die cis-Interaktion zwischen den Claudin-4 Molekülen und resultiert in einer beeinträchtigten 








Abbildung 1-2: Funktionelle Regionen von CPE und Struktur von C-CPE194-319.  (A) Die Bindungsdomäne für 
Claudin (dunkelblau) mit 30 Aminosäureresten liegt innerhalb des C-Terminus. (B) Die Reste in der Bindungs-
domäne Y306, Y310 und Y312 (dunkelblau) bestimmen die Claudinbindung. Das Motiv NP-V/L-V/L-P/A im 
ECL2 (orange) vom Claudin bestimmt die Sensitivität für die CPE-Bindung (adaptiert von Gao & McClane 
(2012) und van Itallie et al. (2008)). 
1.2.2 CPE-basierte Detektion und Behandlung von Krebszellen  
Die übermäßig erhöhte Expression von Claudin-3 und -4 in bestimmten Krebsarten machen sie zu 
vielversprechenden Targets, weil sie eine Entwicklung von CPE-basierten therapeutischen Wirkstof-
fen und Detektionssystemen ermöglichen (Shrestha et al. 2016). Gegenwärtige präklinische Thera-
pieansätze umfassen das zytotoxische CPE alleine und das C-CPE-Fragment als Zielmolekül. 
In vitro CPE-Behandlung von humanen Krebszelllinien und humanen Brusttumorgewebe resultiert 
in Zytolyse und Zelltod abhängig von der eingesetzten CPE-Dosis (Kominsky et al. 2004; Michl et al. 
2001; Santin et al. 2005). Mit Hilfe von murinen Xenotransplantatmodellen wurde auch die in vivo 
Effizienz der CPE-Therapie getestet. Intratumorale Injektion von CPE in Bauchspeicheldrüsen- und 
Brusttumor verhindert deutlich das Tumorwachstum oder verursacht eine Tumorrückbildung durch 
induzierte Nekrose (Santin et al. 2005; Michl et al. 2001). Weiterhin inhibiert die intraperitoneale 
Injektion von CPE das Wachstum von explantierten chemoresistenten humanen Ovarialkrebszellen 
in Mäusen ohne schwerwiegende gastrointestinale Nebeneffekte (Santin et al. 2005; Casagrande 
et al. 2011). Ähnlich inhibierenden Effekt auf Tumorwachstum hatte die intratumorale Injektion von 
CPE in Mäusen, die PC-3 Prostatakrebszellen in sich trugen (Maeda et al. 2012). Der Einsatz von CPE 
birgt jedoch die Möglichkeit, Nebeneffekte im gesunden Gewebe hervorzurufen. So wird z.B. auch 







Die Verwendung von C-CPE könnte eine vielversprechende Alternative zum CPE sein, um den po-
tentiellen zytotoxischen Effekt von CPE zu vermeiden. Aktuell werden verschiedene C-CPE basie-
rende Ansätze untersucht. Ein Ansatz ist die Aufnahme und Penetration von therapeutischen Wirk-
stoffen in den Tumor mit Hilfe von C-CPE zu verbessern. Die Aufnahme und Penetration von thera-
peutischen Wirkstoffen kann durch den steigenden interstitiellen Flüssigkeitsdruck bei wachsenden 
Tumoren verhindert werden und erschwert somit die Tumorbehandlung (Hofmann et al. 2006). In 
diesem Kontext analysierten Gao et al. (2011), inwiefern C-CPE die Aufnahme von Anti-Tumorwirk-
stoffen verbessert. In humanen ovarialen Krebszellen induziert C-CPE die Degradation von Claudin-
4 und sensibilisiert die sonst chemotherapieresistenten Zellen gegen den Arzneistoff Paclitaxel. Zu-
sätzlich konnte die Arbeitsgruppe anhand von subkutanen Xenotransplantaten bestehend aus ova-
rialen Krebszellen zeigen, dass die kombinierte Verabreichung von C-CPE und Paclitaxel das Tumor-
wachstum in Mäusen signifikant reduziert. Daher wurde vermutetet, dass durch Verabreichung von 
C-CPE die Aufnahme von Paclitaxel verbessert wird (Gao et al. 2011). Ein anderer Ansatz besteht in 
der Verwendung von C-CPE fusioniert mit tumorspezifischen Faktoren. Die Fusion von C-CPE290-319 
an einen Tumornekrosefaktor und C-CPE194-319 an einem Inhibitorfaktor der Proteinsynthese indu-
zierte Zytotoxizität entsprechend in ovarialen Krebszellen und Brustkrebszellen (Yuan et al. 2009; 
Ebihara et al. 2006). Ebenso ermöglicht die Fusion von Fluoreszenzfarbstoffen an C-CPE die Visuali-
sierung von Tumorgewebe sowie sehr kleinen Metastasen in Echtzeit. In ovarialen Xenotransplan-
ten tragenden Mäusen konnte nach einer Injektion von C-CPE290-194 fusioniert an Fluorescein-Isothi-
ocyanat (FITC) oder an einem Nahinfrarotfluoreszenztag ovariale Tumore und kleine Metastasen 
detektiert werden (Cocco et al. 2015). Im Gegensatz zu der konventionellen Krebstherapie, könnte 
das CPE oder C-CPE daher eine präzisere Detektion und Behandlung von Krebsarten ermöglichen, 
die die entsprechenden Claudine aufweisen.  
1.3 Goldnanopartikel-vermittelte Optoperforation von Krebszellen 
Die Entwicklung von Goldnanopartikel (AuNP) für den Einsatz in der Krebsdiagnose und -therapie 
ist Gegenstand intensiver Forschung (Singh et al. 2018). Durch die synthetische Herstellung der 
AuNP sind ihre Größe und Form kontrollierbar. Zudem können diese in großen Mengen produziert 
werden. Als Edelmetall sind AuNP resistent gegen Korrosion und Oxidation sowie biokompatibel 
(Bucharskaya et al. 2016; Singh et al. 2018). Eine andere wichtige Eigenschaft ist die verfügbare 
Oberfläche. Die Oberfläche kann mit verschiedenen Wirkstoffen, Nukleinsäuren, Peptiden oder 
Proteinen beladen werden (Bucharskaya et al. 2016; Dreaden et al. 2012). Die dadurch entstehende 
Funktionalisierung der AuNP ermöglicht eine spezifisch gerichtete Detektion und Behandlung von 







Bombesinpeptiden konnten spezifisch gastrin-releasing peptide (GRP) Rezeptoren detektieren wer-
den. GRP-Rezeptoren werden besonders in Prostata-, Brust- und kleinen Lungenkarzinomen über-
exprimiert (Chanda et al. 2010). Für den in vivo Einsatz ermöglicht die Konjugation mit spezifischen 
Tumorerkennungsmolekülen, deutlich höhere AuNP-Konzentrationen zu verwenden und gleichzei-
tig die Anreicherung der AuNP in der Leber und den Nieren zu vermeiden (Patra et al. 2008). Zu-
sätzlich kann die Aufnahme von Chemotherapeutika in Tumorgewebe durch deren Konjugation an 
AuNP erhöht werden. Die durchlässigen Gefäßsysteme von Tumorgewebe erlauben die Akkumula-
tion von den AuNP (Singh et al. 2018).  
Eine weitere Möglichkeit Tumorzellen zu behandeln, ist die Aktivierung der AuNP durch eine Laser-
bestrahlung. Für die Aktivierung der AuNP werden häufig Lasersysteme verwendet, die im Bereich 
von Nano-, Pico- oder Femtosekunden Laserpulse erzeugen (Boulais et al. 2012). Verglichen zu kon-
tinuierlichen Laserstrahlen liefern gepulste Laser in kürzerer Zeit mehr Energie (Rau et al. 2016). 
Treffen Laserpulse auf AuNP, absorbieren die AuNP Photonen. Dies induziert eine kollektive Oszil-
lation von freien Elektronen an der Oberfläche der AuNP. Die Oszillation der Elektronen erzeugt ein 
elektrisches Feld. Diese spezifische Eigenschaft der AuNP wird als Oberflächenplasmonresonanz 
(SPR) beschrieben. Der SPR-Effekt ist abhängig von der Wellenlänge des eintreffenden Laserlichts. 
Die Größe und Form der AuNP bestimmt diese Wellenlänge. SPR tritt bei 20 nm großen AuNP bei 
einer Welllänge von 520 bis 530 nm auf. Mit zunehmender Größe der AuNP verschiebt sich die SPR-
Wellenlänge in den roten Bereich (Boulais et al. 2012). Die Energie der SPR induziert innerhalb we-
niger Nanosekunden eine Erhitzung der AuNP und des nah liegenden Mediums (Qin & Bischof 
2012). Diese Erhitzung kann wiederum zur Bildung von plasmonischen Nanobläschen führen (Stern 
et al. 2007; Singh et al. 2018; Heinemann et al. 2013). Die Hitze sowie die plasmonischen Nanobläs-
chen können zu dauerhaft oder transient thermischen und mechanischen Schäden an der Zell-
membran führen (Saha et al. 2016). Ob diese optisch induzierte Perforation der Zellen dauerhaft 
oder transient ist, hängt von der Laserwellenlänge, Laserleistung, Strahlungsdauer sowie Größe und 
Form der AuNP ab (Rau et al. 2016). Eine transiente Laserperforation ermöglicht die Manipulation 
der Zellen durch das Einbringen von Wirkstoffen, Nukleinsäuren oder Proteinen (Vines et al. 2019; 
Li et al. 2017). In verschiedenen Studien konnten Zellen mittels der Goldnanopartikel-vermittelter 
Laserperforation (GNOME-LP) mit kleinen Fluoreszenzfarbstoffen, siRNA und Plasmid-DNA beladen 
werden (Baumgart et al. 2012; Boulais et al. 2012; Heinemann et al. 2013; Schomaker & Heinemann 







Eine dauerhafte Schädigung der Zellemembran mit plasmonischen AuNP kann die Zellvitalität re-
duzieren und schließlich zum Zelltod führen. Dieser Effekt kann zur Ablation von Tumorzellen ge-
nutzt werden (Bucharskaya et al. 2016). In verschiedenen Tumormodellen, wie z.B. Brustkrebs, 
konnten irreversible Schäden mit AuNP und Laserbestrahlung erzeugt werden. So akkumulierten 
intravenös injizierte 100 nm große AuNP an SK-BR-3 Brustkrebszellen in Mäusen. Die anschließende 
Laserbestrahlung eliminierte dauerhaft die Krebszellen (Hirsch et al. 2003). In einem ähnlichen An-
satz konnte in vivo mit 110 nm große AuNP Xenotransplantate aus Prostatakrebszellen komplett 
eliminiert werden (Stern et al. 2007). Saha et al. (2016) konnten das Wachstum durch die Behand-
lung von Pankreatumorzellen mit 20 nm großen AuNP inhibieren. Andere Arbeiten verwendeten 
AuNP konjugiert mit Antikörpern zur Detektion und Behandlung von Tumoren. Brust- und Ovarial-
krebszellen, die HER2 überexprimieren, konnten mit AuNP, die mit dem Antikörperkörper Hercep-
tin konjugierten waren, detektiert und getötet werden (van de Broek et al. 2011). Herceptin bindet 
hierbei spezifisch an die HER2 (van de Broek et al. 2011). In einem ähnlichen Ansatz wurde mit AuNP 
(Ø 20 nm) konjugiert an epidermal growth factor (EGF) Rezeptor-Antikörpern das Wachstum von 
Brustkrebszellen in dreidimensionalen Matrigel inhibiert. Mit steigender Bestrahlungsdauer konn-
ten die Kolonien aus Brustkrebszellen komplett eliminiert werden (Minai et al. 2018). 
Abhängig von der verwendeten Laserleistung und Bestrahlungsdauer wird beeinflusst, inwiefern 
ein Apoptose oder Nekrose assoziierter Zelltod durch die AuNP-vermittelte Optoperforation indu-
ziert wird (Melamed et al. 2015; Pérez-Hernández et al. 2015; Abadeer & Murphy 2016). So wurde 
in einer Studie mit Transferrin-funktionalisierten Goldstäbchen behandelte Hela-Zellen mit unter-
schiedlicher Laserleistung und Bestrahlungsdauer eines gepulsten Femtosekundenlasers (800 nm) 
behandelt. Eine konstante Laserleistung von 30 W/cm² kombiniert mit einer längeren Bestrahlungs-
dauer (30 Scans) resultierte in nekrotischen Zellen. Eine kürzere Bestrahlungsdauer (10 Scans) in-
duzierte in den Zellen apoptotische Reaktionen. Die Erhöhung der Laserleistung auf 55,6 W/cm² 
verursachte Nekrose bereits nach einem Scan (Li & Gu 2010).  
Apoptose ist der programmierte Zelltod und stellt einen hochregulierten Energie-abhängigen Pro-
zess dar, um selektiv geschädigte oder aberrante Zellen im Körper zu eliminieren. DNA-Schäden 
oder oxidativer Stress können Apoptose initiieren (Vermeulen et al. 2005). Charakteristisch für 
apoptotische Zellen sind morphologische Veränderungen wie Phosphatidylserin-Exposition an der 
äußeren Membranschicht (Segawa et al. 2014), Zellschrumpfung, Bildung von Membranbläschen, 
Kondensation von Chromatin im Zellkern und Fragmentierung der DNA sowie des Zellkerns. Schließ-
lich zerfällt die Zelle in membranumschlossene Fragmente (apoptotic bodies), die in vivo von Pha-







Apoptose sind ein Resultat der Aktivierung einer intrazellulären Caspase-Kaskade. Caspasen sind 
Proteasen, die durch Schneiden von bestimmten Proteinen den Zelltod induzieren können. Caspa-
sen werden in normalen Zellen als inaktive Proenzyme synthetisiert und können durch autoprote-
olytische Spaltung oder durch Spaltung über andere Caspasen aktiviert werden. Die Aktivierung der 
initiale Casapase-8, -10 oder -9 leitet die Apoptose ein. Die aktiven Initiator-Caspasen spalten nach-
geschaltete Effektor-Caspasen, unter anderem Caspase-3, -7 und -6. Die Effektor-Caspasen spalten 
wiederum zelleigene Proteine wie z. B. Lamin, Aktin und aktivieren Endonuklease G, die die DNA 
fragmentiert (Vermeulen et al. 2005). Im Gegensatz zur Apoptose wird die Nekrose als unkontrol-
lierter versehentlicher Zelltod betrachtet, der durch nicht-spezifischen Stress, wie Toxizität und 
Schädigung, verursacht werden kann. Bei der Nekrose kollabiert die Membran und die Zelle schwillt 
an, sodass die Zelle schließlich platzt und die zellulären Bestandteile freigesetzt werden (Chen et al. 
2018). Die freigesetzten Bestandteile, auch als damage-associated patterns (DAMPs) beschrieben, 
verursachen in vivo eine Endzündungsreaktion (Kono & Rock 2008).  
1.4 Zielsetzung der Dissertation 
Die abnormal erhöhte Expression speziell von Claudin-3 und -4 in vielen verschiedenen Krebsarten, 
wie z.B. in Ovarial-, Brust-, Darm-, und Ösophaguskrebszellen, kann die Malignität der Krebszellen 
fördern, indem sie sich in umgebenes Gewebe ausbreiten und schließlich Metastasen ausbilden 
(Hicks et al. 2016; Tokés et al. 2005; Takehara et al. 2009; Montgomery et al. 2006). Zusätzlich kann 
die fehlregulierte Expression der Claudine chemoresistente Krebszellen verursachen (Osanai et al. 
2017). Die übermäßig erhöhte Expression von Claudinen in bestimmten Krebszellen macht die Clau-
dine zu potentiellen Biomarkern. Die spezifische Bindung von C-CPE an seine Rezeptoren Claudin-3 
und -4, könnte daher eine spezifische Detektion von Krebszellen ermöglichen (Casagrande et al. 
2011; Saeki et al. 2010). In Kombination mit der GNOME-LP-Technik (Heinemann et al. 2013) könnte 
C-CPE zudem zur spezifischen Eliminierung der Krebszellen beitragen.  
Ziel dieser Arbeit war es daher, zu untersuchen, inwiefern die Verwendung von C-CPE funktionali-
sierten AuNP für die laserinduzierte Optoperforation zur spezifischen Tötung von CPE-Rezeptor ex-
primierenden Krebszellen geeignet ist (Abbildung 1-3). Für die Funktionalisierung von Strep-Tactin 
konjugierten 25 nm großen AuNP sollte zunächst die C-CPE194-319 Variante mit einem N-terminalen 
Strep-tag II rekombinant produziert werden. Um die Funktionalität des C-CPE Proteins und die Spe-
zifität der GNOME-LP-Technik mittels C-CPE funktionalisierter AuNP zu anaylsieren, sollten auf mo-







aufweisen. Als Modell von Krebszellen dienten humane Zelllinien aus Dickdarm-, Brust- und Öso-
phagusadenokarzinom sowie Zelllinien aus krebsartigen Hundebrustgewebe. Da Tumore dreidi-
mensionale Strukturen sind, sollte die Anwendbarkeit der C-CPE funktionalisierten AuNP in Kombi-
nation mit der GNOME-LP an Krebszellen getestet werden, die in einem 3D-Kultusystem bestehend 
aus Matrigel tumorähnliche Strukturen (Sphäroide) ausbildeten. Durch die Verwendung von ver-
schiedenen C-CPE-Konzentrationen zur AuNP-Funktionalisierung sowie die Bestrahlung der Zellen 
mit unterschiedlichen Laserfluenzen sollten physikalische Parameter für ein effizientes Zelltöten 
definiert werden. Abschließend sollte unter Betrachtung der Zellmembran, Mitochondrien, DNA 
und Caspase-3/-7-Aktivität analysiert werden, ob ein apoptotischer oder nekrotischer Zelltod durch 
die Optoperforation induziert wird. 
 








2 Manuskripte  
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Funktionalisierung von Goldnanopartikeln mit dem C-Terminus des 
Clostridium perfringens Enterotoxins für Ablation von Tumorzellen mittels 
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Functionalization of gold nanoparticles by the Clostridium perfringens 
enterotoxin C-terminus for tumor cell ablation using the gold nanoparticle-
mediated laser perforation technique 
 
Annegret Becker, Miriam Leskau, Babara L. Schlingmann-Molina, Susanne C. Hohmeier, Suhayla 
Alnajjar, Hugo Murua Escobar, Anaclet Ngezahayo 
 
 
Scientific Reports – Nature Research Journal 
 
Volume 8, Article 14963 (2018), DOI: 10.1038/s41598-018-33392-0 
Published by Springer Nature. This publication is an open access article and is licensed under 





































































































2.2 Manuskript 2  
Parameter der Optoperforation-induzierten Tötung von Krebszellen mit 
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3 Diskussion und Ausblick  
Der Einsatz von Chemotherapeutika oder Zytostatika in der konventionellen Krebstherapie ist häu-
fig mit schweren Nebenwirkungen verbunden. Daher wird nach neuen oder alternativen Therapie-
ansätzen gesucht. Die pathologische Überexpression von Claudin-3 und -4 in bestimmten maligan-
ten Neoplasmen macht sie zu potenziellen Krebsmarkern. An diese Marker kann das C-terminale 
Fragment von Clostridium perfringens Enterotoxin (C-CPE) binden. Im ersten Projektabschnitt die-
ser Arbeit wurde daher untersucht, inwiefern das aus 194 bis 319 Aminosäuren bestehende rekom-
binante C-CPE194-319 spezifisch Krebszellen, die ein Claudin-3, -4 und -7 Expressionsmuster aufwei-
sen, detektieren kann. Im nächsten Schritt wurde die Anwendbarkeit und Effizienz der Goldnano-
partikel-vermittelte Laserperforation (GNOME-LP) mit C-CPE funktionalisierten AuNP (C-CPE-AuNP) 
für die Tötung von Krebszellen analysiert. Der zweite Projektabschnitt diente der Aufklärung von 
physikalischen Parametern der GNOME-LP von mit C-CPE-AuNP behandelten Zellen und der biolo-
gischen Mechanismen, die den Zelltod induzieren. 
3.1 Claudin-Expression in verschiedenen Krebszellen und C-CPE-Bindung 
In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die Kombination aus C-CPE-AuNP und der 
GNOME-LP-Technik eine spezifische Optoperforation von Claudin-3, -4 und -7 exprimierenden 
Krebszellen ermöglicht. Hierfür wurde das C-CPE194-319 über seinen N-terminalen Strep-tag II an 
Strep-Tactin konjugierte 25 nm große Goldnanopartikel gekoppelt (Figure 1 in Manuskript 1). Das 
Strep-tag II ist ein acht Aminosäure langes Peptid, das spezifisch an die Strep-Tactin-Molküle bindet 
(Schmidt & Skerra 2007). Dadurch kann sich ein stabiler C-CPE-AuNP-Komplex bilden. Die Laserak-
tivierung der AuNP induzierte eine dauerhafte Schädigung der Zellmembran und führte zum Zell-
tod. 
Die Fehlregulierung von Claudinen kann mit der Entstehung von vielen verschiedenen Krebsarten 
korrelieren (Osanai et al. 2017; Ouban & Ahmed 2010; Oliveira & Morgado-Díaz 2007). Abhängig 
von der Krebsart, aber auch innerhalb einer Krebsart, können bestimmte Claudine herab oder hoch 
reguliert sein (Singh et al. 2017). Besonders die Expression von Claudin-3 und -4 kann in Brust-, 
Darm- und Ösophaguskrebs hochreguliert sein (Lanigan et al. 2009; Escudero-Esparza et al. 2011). 
Die Expressionsanalysen von Claudin-3, -4 und -7 von humanen Krebszelllinien aus Dickdarm (Caco-
2), Brust (MCF-7 und MDA-MB-321), Ösophagus (OE-33 und Kyse140) und Gebärmutterhals (Hela) 
auf mRNA- und Proteinebene zeigten, dass diese Krebszellen in Claudin-positive und Claudin-nega-
tive Gruppen klassifiziert werden konnten (Figure 2a und 2b in Manuskript 1). Dabei umfasste die 






Gruppe der Claudin-positiven Krebszellen Caco-2, MCF-7 und OE-33 und die Gruppe der Claudin-
negativen Krebszellen MDA-MB-321, Kyse140 und Hela (Figure 2a und 2b in Manuskript 1). Bei 
Krebszellen aus dem Brustgewebe von Hunden konnten in den TiHoDMglCarc1305 eine Claudin-3 
und -4 Proteinexpression festgestellt werden, während die Krebszellen TiHoDMglCarc1406.1 und 
die TiHoDMglRef53A Zellen aus gesundem Brustgewebe weder Claudin-3 und -4 noch Claudin-7 
aufwiesen (Figure 2c in Manuskript 1). Diese Ergebnisse bestätigen vorherige quantitative Genex-
pressionsanalysen der Hundezellen, deren Ergebnisse ausschließlich eine Claudin-3 und -4 Expres-
sion in den TiHoDMglCarc1305 Krebszellen zeigten (Hammer & Nagel et al. 2016; Hammer & Becker 
et al. 2016). Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die Claudin-positiven humanen Caco-2, 
MCF-7 und OE-33 Krebszellen sowie die Hundekrebszellen TiHoDMglCarc1305 als geeignete Kandi-
daten verwendet werden konnten, um zu untersuchen, inwiefern diese Krebszellen gezielt mit der 
Kombination aus den C-CPE-AuNP und der GNOME-LP Technik getötet werden können.  
Die natürlichen Rezeptoren vom CPE sind unter anderem Claudin-3, -4 und -7 (Saitoh et al. 2015). 
Die erhöhte Expression von Claudin-3, -4 und -7 in verschiedenen Krebsarten ermöglicht es, CPE als 
alternativen Therapieansatz zur Krebsbehandlung zu verwenden (Shrestha et al. 2016). Bisherige 
Studien konnten zeigen, dass die Bindung vom zytotoxischen CPE zum Zelltod von Krebszellen führt 
(Michl et al. 2001; Kominsky et al. 2004; Santin et al. 2005). Die Anwendung von CPE in in vivo 
Studien zeigte, dass dessen systemische Applikation in Mäusen, neben der Tötung von Krebszellen 
in Xenotransplantaten, auch zu schädlichen Nebenwirkungen führt (Kominsky et al. 2004). Aus die-
sem Grund wurde in dieser Arbeit die nicht-zytotoxische C-terminale Domäne (Aminosäuren von 
Asparaginsäure 194 bis Phenylalanin 319) von CPE verwendet, um die AuNP zu funktionalisieren. 
Das daraus resultierende C-CPE194-319 Polypeptid ist weiterhin in der Lage an seine Rezeptoren zu 
binden (Uchida et al. 2010). Es ist allgemein bekannt, dass die Bindung von C-CPE an seine Rezep-
toren die Barrierefunktion von Zellverbänden beeinträchtigen kann (Takahashi et al. 2005). Daher 
wurde die Funktionalität vom rekombinant hergestellten C-CPE194-319 mit der sogenannten 
transepithelialen elektrischen Widerstandsmessung (TEER) überprüft. Der TEER liefert Informatio-
nen über die Barrierefunktion von Zellverbänden (Srinivasan et al. 2015). Das Expressionsmuster 
von spezifischen Claudinen bestimmt, ob Zellverbände eine für Ionen permeable oder kaum-per-
meable parazelluläre Barriere ausbilden (Krause et al. 2008). So wiesen postkonfluente Caco-2 Zel-
len einen TEER von bis zu 1.000 Ω cm² auf, der auf eine für Ionen kaum permeable parazelluläre 
Barriere schließen lässt. Abhängig von der eingesetzten C-CPE-Konzentration reduzierte die Zugabe 
von C-CPE kontinuierlich den TEER von postkonfluenten Caco-2 sowie von MCF-7, OE33 und TiHo-
DMglCarc1305 Zellen (Figure 3, Table 1 in Manuskript 1). Der MTT-Test zur Bestimmung der Zellvi-
abilität zeigte, dass C-CPE unabhängig von der eingesetzten Konzentration nicht die Viabilität der 






Zellen beeinflusste (Figure 3b in Manuskript 1). Daraus lässt sich schließen, dass das C-CPE die Bar-
rierefunktion modulieren kann und keine zytotoxischen Effekte hervorruft. Daher könnte die Ver-
wendung von C-CPE zur AuNP-Funktionalisierung weniger Nebenwirkungen verursachen als das 
komplette CPE-Protein. Zusätzlich konnte über die Kopplung von C-CPE über seinen N-terminalen 
Strep-tag II an das Strep-Tactin Chromeo 488 Konjugat die spezifische Bindung an Claudin-expri-
mierende Caco-2, MCF-7, OE-33 und TiHoDMglCarc1305 Zellen gezeigt werden (Figure 3b und 3c in 
Manuskript 1). Die Ergebnisse der TEER-Messung und die Visualisierung der C-CPE-Bindung lassen 
vermuten, dass der Strep-tag sowie die Kopplung an andere Komponenten die Funktionalität und 
Bindungskapazität vom C-CPE nicht verändern. Für die Funktionalisierung der AuNP wurden 
5 µg/ml C-CPE eingesetzt. Diese Konzentration liegt in dem Bereich (4-10 µg/ml), der in in vitro und 
in vivo Studien für Zellen verwendet wurde, die natürlicherweise die C-CPE-Rezeptoren exprimieren 
(Cocco et al. 2015; Kono et al. 2015).  
3.2 Optoperforation von Krebszellen mit C-CPE funktionalisierten AuNP 
Die GNOME-LP Technik ist eine rapide und zellfreundliche Hochdurchsatzmethode zur Optoperfo-
ration von Zellen. Mit dieser Technik können Zellen schonend transient permeabilisiert werden, um 
somit eine Aufnahme von kleinen Molekülen wie siRNAs oder Fluoreszenzfarbstoffen in die Zelle zu 
erlauben (Heinemann et al. 2013). Die schonende Zellpermeabilisierung wird durch die Interaktion 
von Laserpulsen und Goldnanopartikeln, die zufällig auf den Zellen adhärieren, erreicht. Dabei wird 
die Laserleistung für den jeweiligen Zelltyp so angepasst, dass die Zellmembran transient permea-
bilisiert wird (Heinemann et al. 2013; Schomaker & Killian et al. 2015; Kalies et al. 2014). Das Über-
leben der GNOME-LP behandelten Zellen ist abhängig von der Geschwindigkeit, mit der sich die 
entstandenen Poren in der Membran wieder schließen. Patch-Clamp Analysen weisen darauf hin, 
dass die Rekonstruktion der Zellmembran sich aus zwei Komponenten zusammensetzt: (i) Die durch 
die GNOME-LP induzierten Poren in der Membran schließen sich innerhalb von ca. 10 s nach der 
GNOME-LP Applikation. (ii) Innerhalb von ca. 20 min reorganisiert sich die Lipiddoppelschicht in 
dem Bereich der ehemaligen Pore, um wieder eine komplett intakte Membran auszubilden. Wäh-
rend des Reparaturprozesses können wahrscheinlich weiterhin kleine Moleküle, wie z.B. Calcium-
Ionen, aus dem externen Milieu in die Zellen gelangen (Schomaker & Killian et al. 2015). Verzögert 
sich der Reparaturprozess und damit das Schließen der Poren, sinken die Überlebenschancen der 
Zellen rapide. Durch eine Erhöhung der Laserfluenz kann das Zellüberleben deutlich reduziert wer-
den (Li & Gu 2010; Tong et al. 2007; Lukianova-Hleb et al. 2011). Die Laserfluenz in mJ/cm² kann 
durch Einstellen der Laserleistung (P) in mW, der Pulsrepetitionsrate (f) in kHz und der Spotfläche 






des Laserpulses (A) in cm² justiert werden (Formel (1)). Bei der GNOME-LP Technik ist die Pulsrepe-
titionsrate vom Laser (532 nm) mit 20 kHz und die Spotfläche des Laserpulses mit 80 µm konstant. 
Daher wurde in dieser Arbeit die Laserfluenz mit der Laserleistung reguliert. 
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 Formel (1) 
Für die GNOME-LP vermittelte Zelltötung mit den C-CPE funktionalisierten AuNP wurde das nicht-
membranpermeable Propidiumiodid als Indikator für den Zelltod verwendet (Figure 4a in Manu-
skript 1). Der Farbstoff wurde 30 min nach der Applikation der GNOME-LP zu den Zellen gegeben, 
sodass der eventuell stattfindende Reparaturprozess der Zellmembran bereits abgeschlossen ge-
wesen sein sollte. Um zu überprüfen inwiefern ein GNOME-LP induzierter Zelltod herbeigeführt 
werden kann, wurden mit nicht funktionalisierten 200 nm großen AuNP behandelte Zellen mit einer 
maximalen Laserfluenz von 60 mJ/cm² und einer Scangeschwindigkeit von 5 mm/s bestrahlt. Dabei 
reduzierte die GNOME-LP von Zellen deren Überleben um ca. 65 %, unabhängig vom Expressions-
charakter der Caco-2 Zellen (Claudin-positiv) und der Hela Zellen (Claudin-negativ) (Abbildung 3-1).  
 
Abbildung 3-1: GNOME-LP mit 200 nm großen AuNP. Optoperforation von Caco-2 und Hela Zellen mit 
60 mJ/cm² bei 5 mm/s prä-inkubiert mit 200 nm AuNP. Die GNOME-LP reduzierte das Überleben beider 
Krebszelllinien. Graphen repräsentieren den Mittelwert des Zellüberlebens relativ zu unbehandelten (unb.) 
Zellen ± Standardfehler. Ergebnisse mit gepaarten zweiseitigen Student t-test analysiert. *Signifikanter Un-
terschied zu unbehandelten Zellen: ***p˂0,001. 
Die Ergebnisse implizierten, dass eine Laserfluenz von 60 mJ/cm² bei 5 mm/s ein effizientes Töten 
von Zellen ermöglicht. Daher wurde die GNOME-LP mit diesen Einstellungen sowie mit den C-CPE 
funktionalisierten AuNP durchgeführt. Die Verwendung von C-CPE-AuNP verringerte das Zellüber-
leben der Claudin-positiven Caco-2, MCF-7 und OE-33 sowie TiHoDMglCarc1305 auf ca. 30 % (Fi-






gure 4 und 5a in Manuskript 1). Die Laserbehandlung der Claudin-negativen Zellen Hela, TiHo-
Carc1406.1 und TiHoDMglRef53A beeinträchtigte währenddessen nicht deren Überleben (Figure 
5a in Manuskript 1). Das Töten von Krebszellen war damit effizienter und wesentlich spezifischer 
verglichen zu der GNOME-LP mit nicht-funktionalisierten AuNP. Die erhöhte Effizienz der Zelltötung 
könnte teils damit erklärt werden, dass das Absorptionsmaximum der 25 nm (Ø) AuNP bei 530 nm 
liegt (Abbildung 3-2).  
 
Abbildung 3-2: UV-Vis-Spektrum von Strep-Tactin konjugierten 25 nm großen AuNP.  Die AuNP zeigen eine 
starke Absorption bei einer Wellenlänge von 530 nm. Die Konjugation mit Strep-Tactin könnte mit den zwei 
Absorptionsspitzen im Bereich von 250 bis 300 nm assoziiert sein. Die Messung des UV-Vis-Spektrums wurde 
mit dem Spektralphotometer NanoDrop 2000c durchgeführt. 
Das Absorptionsmaximum entspricht nahezu der Wellenlänge vom Laser mit 532 nm. Entspricht die 
Wellenlänge des Lasers dem Absorptionsmaximum der AuNP können SPR-Effekte auftreten, die 
wiederum zu lokalisierten thermischen Effekten führen können (Singh et al. 2018). Diese Effekte 
könnten zu einer schwerwiegenderen Schädigung der Zellmembran geführt haben als bei der 
GNOME-LP mit den größeren AuNP. Der Grund hierfür ist wahrscheinlich die Größe der Goldnano-
partikel, die das Absorptionsspektrum beeinflussen. Mit zunehmender Größe (Ø ≥ 100 nm) ver-
schiebt sich das Absorptionsmaximum in Richtung 600 nm (Jain et al. 2012). In Bezug auf die in vivo 
Anwendbarkeit für die Vernichtung von Tumorzellen sind AuNP mit einer Größe von unter 100 nm 
(Ø) eventuell geeigneter, da sie besser in das Tumorgewebe eindringen können (Dreaden et al. 
2012). Die erhöhte Spezifität der GNOME-LP induzierten Zelltötung von ausschließlich Claudin-po-
sitiven Krebszellen wird wesentlich durch das C-CPE hervorgerufen, das für eine enge Bindung der 
AuNP an die Zellen sorgt. Indessen wurden die Claudin-positiven OE-33 Zellen weniger von der 
GNOME-LP mit den C-CPE-AuNP angegriffen. Schomaker & Killian et al. (2015) zeigten, dass die 






Zellgröße und der Zelltyp die Effizienz der Membranpermeabilisierung durch die GNOME-LP beein-
flussen. Daher könnte die kleinere Zellgröße der OE-33 verglichen zu den Caco-2 oder MCF-7 Zellen 
die Tötungseffizienz reduziert haben (Figure 5d und 5e in Manuskript 1). Auch die Claudin-negati-
ven Krebszellen MDA-MB-231 und Kyse140 konnten mit der GNOME-LP in Kombination mit den C-
CPE-AuNP getötet werden (Figure 5a in Manuskript 1). Verglichen mit den C-CPE-AuNP hatten die 
nicht-funktionalisierten AuNP einen ähnlichen, reduzierenden Effekt auf das Zellüberleben. Anhand 
von fluoreszierenden Nanobeads (Ø 40 nm) konnte im Vergleich zu den Caco-2 und Hela Zellen eine 
vermehrte Aufnahme der Nanobeads in die MDA-MB-231 Zellen beobachtet werden (Figure 5b in 
Manuskript 1). Daher wurde das Töten der Krebszellen MDA-MB-231 und Kyse140 vermutlich durch 
eine erhöhte Endozytose der AuNP sowie C-CPE-AuNP verursacht. Die Tötungseffizienz war jedoch 
deutlich geringer als bei den Claudin-positiven Zellen. Die C-CPE funktionalisierten AuNP töteten 
überwiegend mehr als 70 % der Claudin-positiven Zellen (Figure 5a in Manuskript 1). Das Töten von 
Tumorzellen konnte auch mit optischen Methoden unter Verwendung von AuNP (Ø 35-50 nm) 
funktionalisiert mit Antikörpern oder Proteinen gegen EGF- oder Transferrin-Rezeptoren gezeigt 
werden (El-Sayed et al. 2005; Choi et al. 2010; Yao et al. 2017).  
Die Verwendung von C-CPE repräsentiert eine einfache Ergänzung oder Alternative zur AuNP-Funk-
tionalisierung, um Tumore zu bekämpfen. Ob die C-CPE-AuNP auch in der Tumorbekämpfung ein-
gesetzt werden könnten, wurde anhand eines 3D-Zellkultursystems untersucht. Die Adenokarzi-
nomazellen OE-33 und MCF-7 sind hierfür geeignete Tumormodelle, da sie häufig als Xenotrans-
plante verwendet werden (Kimura et al. 2010; Dreaden et al. 2012). Daher wurden diese Zellen für 
das 3D-Zellkultursystem in Matrigel kultiviert. In der Matrigelmatrix entwickelten sich die Zellen zu 
Sphäroidstrukturen, die somit modellhaft kleine Tumore darstellten. In den Sphäroiden konnte das 
C-CPE weiterhin an die Claudine der Zellen binden (Figure 6a in Manuskript 1). Die Applikation der 
GNOME-LP in Kombination mit den C-CPE-AuNP reduzierte die Sphäroidfläche bestehend aus den 
MCF-7 oder OE-33 Zellen um 20 % (Figure 6c in Manuskript 1). Die Aufnahmen der Sphäroide vor 
und nach der Laserbestrahlung zeigten deutlich zerstörte Sphäroidgrenzen mit vermutlich getöte-
ten Zellen (Figure 6d in Manuskript 1). Verglichen zu den einschichtig gewachsenen Zellen, war der 
Tötungseffekt deutlich reduzierter. Vermutlich hervorgerufen durch die unspezifische Retention 
der AuNP in der Matrigelmatrix. Dies könnte auch unter in vivo Bedingungen im Gewebe vorkom-
men. Wie bei den einschichtig gewachsenen Zellen, hatten die C-CPE funktionalisierten AuNP einen 
stärker reduzierenden Effekt auf die Sphäroidfläche als die nicht-funktionalisierten AuNP (Figure 6c 
in Manuskript 1).  






Ein weiterer Grund für den reduzierten Tötungseffekt könnte sein, dass das Matrigel zu einem Ver-
lust der Laserenergie führt. Außerdem kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich das Expressi-
onsmuster von Claudin-3, -4 und -7 von Zellen in 3D im Vergleich zu Zellen in 2D ändert. Eine redu-
zierte Expression führt zu einer verringerten C-CPE-Bindung. Verglichen zu den Zellen in 2D-Kultur 
konnte indessen keine reduzierte C-CPE-Bindung an die OE-33 oder MCF-7 Zellen in der Matrigel-
matrix festgestellt werden (Figure 3c und 6a in Manuskript 1). Der mögliche Energieverlust durch 
das Matrigel konnte durch eine mehrfache Laserbestrahlung kompensiert werden. Die dreifache 
Laserbestrahlung erhöhte die Tötungseffizienz (Figure 6c in Manuskript 1). Zusätzlich hatte die 
GNOME-LP mit den C-CPE-AuNP einen Langzeiteffekt auf die OE-33 Sphäroide. An den Sphäroid-
grenzen konnten Zellen mit Fluoreszenzfarbstoff konjugiertem Annexin V markiert werden (Figure 
6e in Manuskript 1). Annexin V ist ein Mitglied der Annexinfamilie, die natürlicherweise in eukary-
otischen Zellen an Phospholipide der Membran binden und somit die Membranorganisation regu-
lieren können (Gerke & Moss 2002). Ein frühes Zeichen für Apoptose sind externalisierte Phos-
phatidylserine der Zellmembran, an die das Annexin V Konjugat binden kann (Hankins et al. 2015; 
Crowley et al. 2016). Daher kann angenommen werden, dass der Langzeiteffekt durch eine konti-
nuierliche Apoptose gekennzeichnet ist und somit vermutlich auch Zellen, die nicht direkt durch die 
GNOME-LP mit C-CPE-AuNP zerstört wurden, irreversibel beschädigt wurden.  
Schließlich zeigen die Ergebnisse, dass das C-CPE zur Funktionalisierung von Goldnanopartikel ein-
gesetzt werden kann, um spezifisch und effizient ein breites Spektrum von Claudin-positiven Tu-
morzellen mit optischen Systemen, wie der GNOME-LP, zu töten (Figure 1 und Table 1 in Manuskript 
1). Die Methode kann überdies genutzt werden, wenn Zellen in Matrigel proliferieren und könnte 
somit eine Möglichkeit sein, Tumore innerhalb eines Gewebes während therapeutischen Maßnah-
men zu behandeln. Zusätzlich könnte das C-CPE über die Kopplung an Fluoreszenzfarbstoffe zur 
Detektion von Tumoren eingesetzt werden. 
3.3 Parameter der Optoperforation von Krebszellen mit C-CPE-AuNP 
Für eine zukünftige therapeutische Anwendung der C-CPE-AuNP für die Optoperforation ist es not-
wendig die physikalischen und die zellulären Mechanismen, die zur Schädigung der Krebszellen füh-
ren, zu verstehen. Das Verstehen der Parameter kann dazu beitragen die Krebszellablation mit der 
GNOME-LP Technik effizienter zu gestalten und somit eine schnelle maximale Ablation von Krebs-
zellen zu erreichen. Hierfür wurden die verschiedenen Parameter wie die Funktionalisierung der 
AuNP zusammen mit physikalischen Parametern wie der Laserfluenz und Scangeschwindigkeit ana-
lysiert.  






Die Effizienz der Ablation von Krebszellen korreliert vermutlich unter anderem mit der Summe von 
gebundenen AuNP an die Krebszellen, die wiederum von verfügbaren Claudinen in den Zellen und 
C-CPE-AuNP Komplexen kontrolliert wird. Daher wurden Bindungsstudien mit verschiedenen Kon-
zentrationen an C-CPE durchgeführt. Mit der Kopplung von C-CPE über seinen Strep-tag II mit einem 
Strep-Tactin Chromeo 546 Konjugat, konnte über die Messung der Fluoreszenzintensität eine stei-
gende C-CPE-Bindung an die Caco-2 Zellen mit einer steigenden Konzentration von bis zu 20 µg/ml 
C-CPE ermittelt werden (Figure S1 in Manuskript 2). Demnach sind vermutlich entsprechend viele 
Claudine in den Zellen verfügbar, an die 20 µg/ml C-CPE binden kann. Bei dieser Konzentration und 
einem Molekulargewicht vom C-CPE zwischen 15 bis 20 kDa, liegt damit der Kd-Wert bei ungefähr 
1x10-6 M. Dies stimmt mit den Beobachtungen überein, dass die Caco-2 Zellen Claudin-3, -4 und -7 
exprimieren, an die C-CPE mit einer hohen Affinität bindet. In einem optimierten System, beste-
hend aus Claudin-3, -4 oder -7 transfizierten Zellen, wurde für Claudin-3, -4 und -7 ein jeweiliger Kd-
Wert von 2x10-8 M, 9,1x10-9 M und 1,1x10-8 M berechnet (Sonoda et al. 1999; Fujita et al. 2000). 
Die niedrigeren Kd-Werte könnten durch eine höhere Expressionsrate der jeweiligen transfizierten 
Claudine entstanden sein. Die erhöhte C-CPE-Konzentration von 20 µg/ml ermöglicht die vermut-
lich reduzierte Sensitivität der nativen Zellen gegenüber C-CPE verglichen zu Claudin-3/-4 trans-
fizierten Zellen zu kompensieren. In Bezug auf die verfügbaren C-CPE-AuNP Komplexe, wird deren 
Ausbildung durch die Bindung des N-terminalen Strep-tag II von C-CPE an die Strep-Tactin konju-
gierten AuNP bestimmt. Laut Herstellerinformation wurden für die Komplexbildung ungefähr 45 µg 
Strep-Tactin-Moleküle pro 1x1011 AuNP vermengt. Das Strep-Tactin ist eine modifizierte Form des 
52 kDa großen Streptavidins (Schmidt & Skerra 2007; Fan et al. 2019). Angenommen Strep-Tactin 
ist ungefähr mit 50 kDa ähnlich groß wie Streptavidin, könnten schätzungsweise 5.000 Strep-Tactin-
Moleküle an jedes AuNP binden. Für die GNOME-LP Versuche wurden 20 µg/ml C-CPE und 2,5x1010 
AuNP vermengt, sodass ca. 2,4x104 C-CPE Moleküle pro AuNP binden können. Damit sind ausrei-
chend C-CPE Moleküle vorhanden, um an die Strep-Tactin konjugierten AuNP binden zu können. 
Schließlich konnte somit eine Menge an C-CPE-AuNP Komplexen generiert werden, die es erlaubte 
spezifisch über 90 % der Claudin-3, -4 und -7 exprimierenden Zellen zu eliminieren.  
Die Betrachtung der physikalischen Parameter ergab eine steigende Tötungseffizienz bei einer ap-
plizierten Laserfluenz zwischen 5 mJ/cm² und 60 mJ/cm². Die maximale Effizienz mit über 90 % ge-
töteten Zellen wurde bei 20-30 mJ/cm2 erreicht (Figure 1C in Manuskript 2). Die optimierte Funkti-
onalisierung der AuNP mit C-CPE änderte aber nicht die Korrelation zwischen Laserfluenz und Tö-
tungseffizienz. Jedoch steigerte die höhere C-CPE Konzentration für die AuNP-Funktionalisierung 
die absolute Tötungseffizienz, die für die unterschiedlichen Laserfluenzen beobachtet wurden. So 






lag die Tötungseffizienz mit 5 µg/ml C-CPE funktionalisierte AuNP bei ca. 70 % und 60 mJ/cm² (Fi-
gure 4b in Manuskript 1) während die Tötungseffizienz mit 20 µg/ml C-CPE funktionalisierte AuNP 
und 60 mJ/cm² bei über 90 % lag (Figure 1C in Manuskript 2). Überdies war auffallend, dass unab-
hängig vom Funktionalisierungsprozess der AuNP und der Laserfluenz, die maximale Tötungseffizi-
enz bei einer Scangeschwindigkeit von 5 mm/s erreicht wurde (Manuskript 1 und 2). Bei einer La-
serfluenz von 30 mJ/cm² und einer Scangeschwindigkeit von 5 mm/s reduzierte sich das Zellüber-
leben auf 8 %. Die Erhöhung der Scangeschwindigkeit auf 10 mm/s oder 40 mm/s induzierte jeweils 
ein Zellüberleben von 30 % und 45 % (Figure 1D in Manuskript 2). Die Bedeutung der Scangeschwin-
digkeit hängt vermutlich mit dem Überlappungsgrad der aufeinanderfolgenden Laserpulsen (OD) 
zusammen (Bartolo et al. 2006). Der Zusammenhang ist in folgender Formel (2 und in Abbildung 
3-3 dargestellt:  
  1 

  
 100 Formel (2) 
 
 
Abbildung 3-3: Illustration der Überlappung von aufeinanderfolgenden Laserpulsen (adaptiert von Cardoso 
et al. (2017)). 
Der OD ergibt sich aus der Scangeschwindigkeit (Vs) in mm/s, der Pulsrepetitionsrate(f) in kHz und 
dem Durchmesser des Laserpulses (d) in µm. Bei einer Scangeschwindigkeit von 5, 10 und 40 mm/s 
und der konstanten Pulsrepetitionsrate mit 20 kHz sowie konstanten Pulsdurchmesser von 80 µm 
ergeben sich ODs von jeweils 99,7 %, 99,4 % und 97,5 %. Die Tötungseffizienz verhält sich nicht li-
near zum Überlappungsgrad. Die Änderung des Überlappungsgrads von 99,7 % zu 97,5 % korreliert 
mit einer exponentiell reduzierten Tötungseffizienz von über 90 % auf 70 % (Figure 1D in Manu-
skript 2). Die Reduzierung des Überlappungsgrads als Folge der erhöhten Scangeschwindigkeit re-
duziert eventuell die Anzahl an Laserpulsen pro AuNP. Abhängig von der AuNP-Dichte auf der Zell-
oberfläche interagieren vermutlich weniger AuNP mit dem Laser bei steigender Scangeschwindig-
keit. Folglich könnte sich mit einer höheren Scangeschwindigkeit das Ausmaß der Zellmembran-
schädigung verringern, während die Schädigung pro bestrahlten AuNP gleich bleibt. Dieser Zusam-
menhang erklärt teilweise, dass eine mehrmalige Laserbehandlung der Zellen mit einer Laserfluenz 






von 30 mJ/cm² bei einer Scangeschwindigkeit von 40 mm/s notwendig ist, um eine ähnlich hohe 
Tötungseffizienz wie mit 30 mJ/cm² bei 5 mm/s zu erreichen (Figure S2 in Manuskript 2). Zusätzlich 
konnte durch die Erhöhung der Laserleistung die Laserfluenz erhöht werden. Jedoch zeigte sich 
auch hier eine nicht-lineare Korrelation zwischen Tötungseffizienz und der Laserfluenz. Die Tö-
tungseffizienz erhöhte sich von 11 % bei 5 mJ/cm² auf einen konstanten Wert von über 90 % ab 
20 mJ/cm² (Figure 1C in Manuskript 2). Eine weitere Erhöhung der Laserfluenz auf 60 mJ/cm² führte 
nicht zu einer höheren Tötungseffizienz als bei 20 mJ/cm² (Figure 1C in Manuskript 2). Aus diesem 
Grund führt eine Erhöhung der Laserleistung nicht zwingend zu einer effizienteren Ablation von 
Krebszellen. Die Laserrepetitionsrate und der Laserdurchmesser müssen so eingestellt werden, 
dass sowohl eine Laserfluenz von 20-30 mJ/cm² als auch eine OD von 99,7 % erreicht wird. Daher 
wurden alle weiteren Experimente mit diesen Lasereinstellungen durchgeführt. 
Bezüglich der biologischen Ebene kann die AuNP-vermittelte Optoperforation von Zellen entweder 
zu apoptotischen oder nekrotsichen Zellen führen (Melamed et al. 2015; Pérez-Hernández et al. 
2015; Abadeer & Murphy 2016). Bei der Apoptose wird eine Reihe von verschiedenen Caspasen 
aktiviert, die viele zelluläre Proteine spalten. Die Aktivität der Caspasen mündet schließlich in einer 
veränderten Plasmamembranstruktur sowie in einer beeinträchtigen Mitochondrienaktivität und 
Chromatinintegrität (Tait & Green 2010). Diese morphologischen Veränderungen der Zellen wäh-
rend der Apoptose können unter anderem mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen sichtbar ge-
macht werden. Ein frühes Zeichen der Apoptose ist die Externalisierung von Phosphatidylserinen 
von der inneren zur äußeren Zellmembranschicht (Hankins et al. 2015), die mit Fluoreszenzfarbstoff 
konjugiertem Annexin V markiert werden kann. Mit dem Fluoreszenzfarbstoff MitoTracker können 
Mitochondrien in lebenden Zellen markiert werden. Die Anreicherung vom MitoTracker ist dabei 
abhängig vom Membranpotential der Mitochondrien (Chazotte 2011).  
Die Optoperforation von mit C-CPE-AuNP behandelten Darmkrebszellen induzierte unabhängig von 
der verwendeten Laserfluenz eine erhöhte Annexin V Markierung der Zellmembran, während die 
Mitochondrien eine verringerte Markierung mit MitoTracker aufwiesen (Figure 3A und 3B in Ma-
nuskript 2). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Optoperforation die Phosphatidylserine der 
Membran freilegte und die Aktivität der Mitochondrien beeinträchtigte. Bei den Zellen bestrahlt 
mit 60 mJ/cm² war die Markierung der Phosphatidylserine mit Annexin V stärker verglichen zu den 
mit niedrigeren Laserfluenzen behandelten Zellen (Figure 3C in Manuskript 2). Vermutlich verur-
sachte die Behandlung mit 60 mJ/cm² eine stärkere Schädigung der Membran einhergehend mit 
mehr freigelegten Phosphatidylserinen. Aber 24 h nach der Optoperforation mit 60 mJ/cm² verrin-






gerte sich die Markierung mit Annexin V. Möglicherweise hervorgerufen durch den Verlust von to-
ten Zellen und damit einhergehend einer reduzierten Anzahl von Annexin V positiven Zellen (Figure 
3C in Manuskript 2). Außerdem wurden nach der Optoperforation bei allen Laserfluenzen kleinere 
Zellkerne beobachtet, die auf eine Kondensation von Chromatiden schließen lässt (Toné et al. 
2007).  
Zusammenfassend lassen die Ergebnisse auf einen Apoptose-assoziierten Zelltod schließen. Jedoch 
ergab eine Lumineszenz-basierte Aktivitätsanalyse von Caspase-3 und -7 nach 0,5 h, 3 h und 24 h 
keine erhöhte, sondern eine tendenziell stetig abnehmende Aktivität der beiden Proteasen (Figure 
4A und 5S in Manuskript 2). Die unspezifische Inhibierung der Caspasen mit dem Wirkstoff Z-VAD-
FMK reduzierte unabhängig von der Behandlung die Aktivität von Caspase-3/-7, aber konnte nicht 
das reduzierte Zellüberleben verhindern, wenn Zellen in Anwesenheit von C-CPE-AuNP optoperfo-
riert wurden (Figure 4B und 5S in Manuskript 2). Somit konnte keine für die Apoptose typisch er-
höhte Aktivität von Caspase-3/-4 festgestellt werden. Die durch die Optoperforation verursachte 
reduzierte Aktivität der Mitochondrien von mit C-CPE-AuNP behandelten Zellen verringerte ver-
mutlich die Verfügbarkeit des Energieträgers Adenosintriphosphat (ATP). Die reduzierte Verfügbar-
keit von intrazellulärem ATP könnte somit die Aktivierung der initialen Caspasen, die Apoptose ein-
leiten, verhindern (Bröker et al. 2005; Tsujimoto 1997). Die nachgeschaltete Aktivierung der Effek-
tor-Caspase-3/-7 wäre damit unterbunden. Dies könnte im Ansatz die nicht erhöhte Aktivität der 
Caspase-3/-7 in Zellen nach der Optoperforation erklären und wäre ein Hinweis auf einen nekro-
tisch-assoziierten Zelltod. 
Weitere Analysen zeigten, dass die Optoperforation mit C-CPE-AuNPs eine gleichzeitige Aufnahme 
von Propidiumiodid und Annexin V in die Zellen induzierte (Figure S4 in Manuskript 2). Dies konnte 
auch 24 h nach der Optoperforation beobachtet werden. Vermutlich führte die Optoperforation 
von mit C-CPE-AuNP behandelten Zellen zu einer irreversiblen Permeabilisierung der Membran, die 
eine Aufnahme von Annexin V und Propidiumiodid erlaubte, sowie die Mitochondrien schädigte. 
Begleitet wurde dies vom Verlust ihres Membranpotentials, der wiederum zu einer schwachen Fär-
bung der Mitochondrien führte. Die simultane Aufnahme von Annexin V und Propidiumiodid wird 
häufig als Merkmal der Nekrose beschrieben (Crowley et al. 2016). Inwiefern es sich um einen nek-
rotischen Zelltod handelte, wurde mit der Analyse der DNA 3 h und 24 h nach der Laserbestrahlung 
mittels Gelelektrophorese überprüft (Figure 4C in Manuskript 2). Hierbei zeigte sich ein leichter 
DNA-Schlier 24 h nach der Bestrahlung. Ein DNA-Schliermuster kann durch nekrotische Zellen er-
zeugt werden, während apoptotische Zellen eine typische DNA-Leiterstruktur ausbilden (Kasibhatla 






et al. 2006). Das DNA-Schliermuster und die simultane Aufnahme von Annexin V und Propidiumio-
did in den Zellen sprechen eher für eine Nekrose als eine Apoptose (Crowley et al. 2016; Kasibhatla 
et al. 2006). Demzufolge reduziert womöglich die Optoperforation in Anwesenheit von C-CPE-AuNP 
das Zellüberleben, indem es nekrotische Reaktionen in den Zellen induziert.  
Für eine zukünftige Tumorbehandlung wurde untersucht, ob die erhöhte C-CPE-Konzentration 
(20 µg/ml) für die AuNP-Funktionalisierung in dem 3D-Kulturmodell, bestehend aus Matrigel und 
Sphäroiden aus Caco-2 und OE-33 Krebszellen, effizienter die Sphäroidstruktur durch ein reduzier-
tes Zellüberleben beeinträchtig als mit 5 µg/ml C-CPE funktionalisierten AuNP. Analog zu der Opt-
operforation mit 5 µg/ml C-CPE funktionalisierten AuNP, wurden die Sphäroide dreimal einer La-
serbehandlung mit 60 mJ/cm² bei einer Scangeschwindigkeit von 5 mm/s unterzogen. Die höhere 
Laserfluenz sowie die höhere C-CPE-Konzentration reduzierten die OE-33 Sphäroidfläche um die 
Hälfte (Figure 2D in Manuskript 2). Die Optoperforation mit 5 µg/ml C-CPE funktionalisierten AuNP 
reduzierte die Sphäroidfläche auf ca. 70 % (Figure 6c in Manuskript 1). Damit induziert die ver-
mehrte Verfügbarkeit von C-CPE-AuNP eine effizientere Schädigung der Sphäroidstruktur. Vergli-
chen zu den OE-33 Sphäroiden zerstörte die Optoperforation von Caco-2 Sphäroiden in Anwesen-
heit von C-CPE-AuNP komplett die Struktur von 80 % der Sphäroide (Figure 2C in Manuskript 2). 
Demnach scheint die Optoperforation in Kombination mit den C-CPE-AuNP je nach Zelltyp unter-
schiedlich effizient zu sein. Dies könnte mit der unterschiedlichen Beschaffenheit der OE-33 und 
Caco-2 Sphäroiden zusammenhängen. Vermutlich können die C-CPE-AuNP tiefer in die Caco-2 
Sphäroide eindringen als in die OE-33 Sphäroide, sodass auch im Zentrum der Sphäroide mehr Zel-
len durch die Laserbestrahlung getötet werden. Die Färbung der Sphäroide mit Propidiumiodid als 
Indikator für tote Zellen und Calcein AM als Indikator für lebende Zellen, zeigte ein deutlich kleine-
res Caco-2 Sphäroidzentrum mit lebenden Zellen als bei den OE-33 Sphäroiden (Figure 2A und 2B 
in Manuskript 2). Eine längere Kultivierung der Sphäroide bis zu 72 h nach der Optoperforation 
zeigte einen fortlaufenden Zusammenfall der Caco-2 Sphäroide mit mehr toten als lebenden Zellen 
(Figure S3 in Manuskript 2). Bei den OE-33 Sphäroiden konnte kein langfristiger Tötungseffekt beo-
bachtet werden. Die reduzierte Sphäroidfläche direkt nach der Optoperforation war das Resultat 
von getöteten Zellen. Tote Zellen waren, aber nicht nach 24 h oder 48 h zu detektieren. Die OE-33 
Sphäroide erschienen weiterhin intakt (Figure S3 in Manuskript 2). Damit liegt die Vermutung nahe, 
dass die im Sphäroidzentrum liegenden Zellen nicht von der Laserbestrahlung beschädigt wurden 
und somit weiterhin proliferieren konnten.  






Zusammenfassend bestätigen die Ergebnisse, dass AuNP mit C-CPE funktionalisiert werden können, 
um eine anschließende spezifische und effiziente Optoperforation-induzierte Tötung von Krebszel-
len durchführen zu können. Die erhöhte C-CPE-Konzentration zur Funktionalisierung der AuNP er-
möglicht es mit einer reduzierten Laserfluenz die Effizienz der Zelltötung zu erhöhen. Die Scange-
schwindigkeit des Lasers beeinflusst maßgeblich die Tötungseffizienz der Krebszellen. Die redu-
zierte Aktivität der Mitochondrien, externalisierte Phosphatidylserine und reduzierte Caspase-3/-7 
Aktivität weisen auf einen nekrotischen Zelltod hin. Diese identifizierten physikalischen und biolo-
gischen Parameter könnten daher dazu beitragen, eine effiziente optische Ablation von Krebszellen 
mittels C-CPE-AuNP auch unter in vivo Bedingungen zu erreichen. 
3.4 Ausblick 
Basierend auf den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse, lässt sich die Vermutung aufstellen, dass 
die Optoperforation mit C-CPE194-319 funktionalisierten AuNP in Kombination mit der GNOME-LP 
eine geeignete Methode darstellt, um spezifisch und effizient Krebszellen zu töten, welche ein Clau-
din-3, -4 und -7 Expressionsmuster aufweisen. 
Für eine zukünftige in vivo Anwendung könnte die Verwendung von Laserpulsen mit einer Wellen-
länge von 650-900 nm im Nahinfrarotbereich (NIR) die Zelltötung in Tumorgewebe verbessern 
(Dreaden et al. 2012). Hierbei hat sich gezeigt, dass besonders bei Goldstäbchen im Bereich von 
NIR-Frequenzen SPR-Effekte auftreten und effizient Lichtenergie in Hitze umwandeln (Tong et al. 
2007). Außerdem ist im NIR-Bereich die Lichtstreuung und -absorbition im Gewebe minimal (Buch-
arskaya et al. 2016). Somit ermöglichen NIR-Laserpulse eine tiefere Gewebebehandlung (Boulais et 
al. 2012). Beispielsweise könnte die parallele Applikation von NIR-Laserpulsen und den C-CPE-AuNP 
bei kutanen Tumoren angewendet werden. Daneben ermöglicht eine endoskopisch geführte Laser-
ablation die Bekämpfung von mit C-CPE-AuNP vorbehandelten chemoresistenten Tumorarten mit 
einer abnormalen erhöhten Claudin-3 oder -4 Expression, ohne gravierende Nebeneffekte zu er-
zeugen. Anhand von 3D-Kultursystemen könnte die Tötungseffizienz mit NIR-Laserpulsen und C-
CPE-AuNP analysiert werden. 
Außerdem könnte es notwendig sein, die C-CPE-Dosierung für zukünftige klinische Versuche anzu-
passen, da maligante Tumore häufig aus verschiedenen Zellarten bestehen. Die verschiedenen 
Krebszellarten weisen vermutlich ein unterschiedliches Claudinexpressionsmuster auf. So könnten 
statt Claudin-3, -4 und -7, die eine hohe C-CPE-Affinität haben, andere Claudine exprimiert werden, 
die eine geringe oder keine C-CPE-Affinität aufzeigen. Krebszellen die z.B. Claudin-8 oder -14 expri-
mieren, haben mit einer Kd von ungefähr 1x10-6 und 2,3x10-6 M (Sonoda et al. 1999; Fujita et al. 






2000) eine geringere Affinität zum C-CPE. Für das spezifische Targeting von Krebszellen, welche 
Claudine exprimieren, die keine natürlichen C-CPE-Rezeptoren darstellen, könnte das C-CPE Po-
lypeptid durch Einfügen von Mutationen so modifiziert werden, dass es anschließend mit hoher 
Affinität an diese bindet (Mitchell & Koval 2010). Beispielsweise bindet eine von Protze et al. (2015) 
erstellte C-CPE-Mutante spezifisch an Claudin-5. Eine Mutation von C-CPE, die an der Stelle 313 die 
Aminosäure Alanin satt Serin erzeugt, erhöht die Bindungseigenschaften zu Claudin-4 im Vergleich 
zum Wildtyp C-CPE194-319 (Takahashi et al. 2012). Die erhöhte Bindungseigenschaft von C-CPE-Mu-
tanten könnte wiederum eine reduzierte Dosierung von C-CPE zur AuNP-Funktionalisierung ermög-
lichen ohne den Tötungseffekt der Optoperforation zu reduzieren. 
Inwiefern die Optoperforation auch unter in vivo Bedingungen Nekrose in Tumorgewebe hervor-
ruft, bedarf weiterer Untersuchungen. Nekrose aktiviert im Gegensatz zur Apoptose in vivo eine 
immunologische Reaktion im Gewebe. Methoden zur Rekrutierung von immunologischen Zellen 
zur Bekämpfung von Tumorerkrankungen könnten die Behandlungseffizienz erhöhen (Schumacher 
& Schreiber 2015). Tumorzellen exprimieren Neoantigen (Capietto et al. 2017). Tumorzellen kön-
nen zudem eine verringerte Expression oder den Verlust von humanen Leukozyten-Antigenen der 
Klasse I (HLA-1) aufweisen, die zu einer stark reduzierten Repräsentation der Neoantigene führen 
kann (Mizukami et al. 2008). Damit ist das Tumorumfeld immunogenetisch stillgelegt. Durch die 
Optoperforation-induzierte Nekrose werden die in Tumorzellen enthaltenen Neoantigene aus dem 
Tumorgewebe freigesetzt. Diese können als pathogen-assiociated molecular patterns (PAMPs) oder 
DAMPs agieren und somit das körpereigene Immunsystem aktivieren (Demaria et al. 2010). Das 
sonst stille immunogene Tumorumfeld wird so in ein aktives immunogenes Tumorumfeld umge-
wandelt (Shi & Lammers 2019). Durch den Einsatz von C-CPE-AuNP könnte spezifisch eine ver-
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